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生物酶降解米糠释放阿魏酸工艺条件优化

王谦，李夏兰，程珊影，方柏山

（华侨大学 化工学院，福建 泉州３６２０２１）

摘要：　采用均匀设计法设计和二次多项式逐步回归分析，优化一株放线菌降解米糠释放反式阿魏酸的培养

基配方，并采用单因素法优化发酵条件．优化后培养基配方：米糠质量分数为６％，米糠粒径０．５０ｍｍ，酵母粉

质量分数为１．０％；优化后的发酵条件：发酵温度为２８℃，摇床转速２００ｒ·ｍｉｎ－１，装液系数为１２％，接种量

的体积分数为３．３％，ｐＨ值８．０．实验结果表明，反式阿魏酸的释放率最高为１４．５５％，与优化前相比，释放率

提高了１０６．７％．研究阿魏酸酯酶和木聚糖酶联合作用于米糠产阿魏酸和低聚糖的协同效应，阿魏酸释放率

达到２０．２２％，与阿魏酸酯酶单独降解米糠相比，其释放率提高了１１９．１％；低聚木糖的释放量２．０４ｍｇ·

ｍＬ－１，与木聚糖酶单独降解米糠相比，其释放量提高了８７．２％．
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阿魏酸酯酶（ＥＣ３．１．１．７３）是羧酸酯水解酶的一个亚类，属胞外酶．很多微生物都可以分泌阿魏

酸酯酶，其主要生物功能是水解多糖与阿魏酸（ＦｅｒｕｌｉｃＡｃｉｄ，ＦＡ）连结的酯键
［１］，并将阿魏酸等酚酸游

离出来．目前发现的产阿魏酸酯酶的微生物，主要有黑曲霉（犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊）、侧孢霉（犛狆狅狉狅狋狉犻犮犺狌犿狊狆．）、

链霉菌（如犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊犪狏犲狉犿犻狋犻犾犻狊）、杆菌（如犆犾狅狊狋狉犻犱犻狌犿狋犺犲狉犿狅犮犲犾犾狌犿）等
［２］．在植物细胞壁上，由于

阿魏酸的交联，使得胞壁多糖之间紧密结合，单一使用某种多糖水解酶，并不能很好地渗入多糖分子内

部，导致水解率低．如果采用阿魏酸酯酶和多糖水解酶共同作用于细胞壁，同时打断阿魏酸酯键和糖苷

键，无疑将使低聚糖的水解产率得到提高，同时又可生产阿魏酸．Ｙｕ等
［３］采用酶法水解燕麦胶生产阿魏

酸，发现单独添加一定量的阿魏酸酯酶时，只可释放１．４％的阿魏酸，而同时添加木聚糖酶，阿魏酸的释

放量达到６９％．Ｂａｒｔｏｌｏｍｅ等
［４］用阿魏酸酯酶水解大麦麸生产阿魏酸时，发现当添加木聚糖酶量低于

１３３．３６ｎｋａｔ·ｇ
－１时，木聚糖酶可以显著增加阿魏酸的水解率；而当添加量达到一定值（高于２３３．３８

ｎｋａｔ·ｇ
－１）后，水解率随添加酶量上升的趋势减缓．张瞡等

［５］采用阿拉伯木聚糖酶和阿魏酸酯酶联合作

用于麦麸多糖，发现６ｈ后可以释放麦麸中８０％以上的阿魏酸，证明了双酶的协同效应．关于产阿魏酸

酯酶菌种的研究，国内外大多都集中在真菌，而放线菌的报道很少，国内目前尚未见放线菌产阿魏酸酯

酶的报道．本文探讨了该菌种利用阿魏酸酯酶降解米糠释放阿魏酸工艺条件优化，并初步研究阿魏酸酯

酶和木聚糖酶联合作用于米糠产阿魏酸和低聚木糖的协同效应．

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

（１）菌种．从土壤中筛选得到，本实验室保藏．

（２）培养基．（ａ）斜面种子培养基．高氏１号培养基．（ｂ）优化前的发酵培养基
［６］．ＫＨ２ＰＯ４１．０ｇ，

Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ４．０ｇ，ＮａＣｌ０．２ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２ｇ，ＣａＣｌ２０．０５ｇ，米糠质量分数为６％，

米糠粒径０．２５０ｍｍ，酵母粉质量分数为０．６％，蒸馏水１Ｌ，于１２１℃下灭菌２０ｍｉｎ．
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　　（３）材料．新鲜脱脂米糠（福建泉州金穗米业公司），甲醇（色谱纯，江苏汉邦试剂有限公司），冰醋

酸（分析纯，广东汕头市西陇化工厂），反式阿魏酸 （标准品，美国Ｓｉｇｍａ试剂有限公司），木聚糖酶（广东

广州博士奥生化公司），酵母粉（英国Ｏｘｏｉｄ试剂有限公司），可溶性淀粉（分析纯，天津市博迪化工有限

公司），其他试剂均为市售，化学纯．

（４）仪器．１１００型高效液相色谱仪（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司），ＯＤＳ?Ｃ１８柱（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司），ＢＳ２２４Ｓ

型分析天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司），０．２２μｍ的水性、油性过滤膜（德国 Ｍｅｍｂｒａｎａ公司），无菌操作台

（江苏苏州苏净集团安泰公司），恒温培养箱（上海跃进医疗器械厂），恒温摇床（上海欣蕊自动化设备有

限公司），变频行星式珠磨机（江苏南京科析实验仪器研究所）．

１．２　培养条件

（１）斜面培养．从已生长好的菌种斜面上挑取少量菌种，移植至新鲜斜面培养基上，培养７ｄ．

（２）优化前的发酵培养．将培养７ｄ的斜面菌种用１０ｍＬ的无菌水清洗下来，把２ｍＬ的菌液接入

２５０ｍＬ的三角瓶中，于３０℃培养，摇床转速为１７０ｒ·ｍｉｎ－１，装液系数为２０％，自然ｐＨ值．

１．３　阿魏酸酯酶酶液的制备

将发酵３ｄ的发酵醪液于４℃，８０００ｒ·ｍｉｎ－１下离心２０ｍｉｎ．往离心后的上清液中加入硫酸铵至

饱和度为８０％，冰浴条件下缓慢加入硫酸铵，搅拌至溶解后静置过夜．然后，在４℃，８０００ｒ·ｍｉｎ－１下

离心２０ｍｉｎ．用一定量的缓冲液（ｐＨ值为６．０，０．２ｍｏｌ·Ｌ
－１Ｎａ２ＨＰＯ４＋０．１ｍｏｌ·Ｌ

－１柠檬酸）溶解沉

淀，于４℃透析２４ｈ，得到自制阿魏酸酯酶酶液．

１．４　测定方法

１．４．１　反式阿魏酸　采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法．色谱条件：Ｃ１８ＯＤＳ柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，热电

（上海）仪器有限公司），流动相为甲醇、水、冰乙酸的体积比为３０∶６９．５∶０．５，流速为０．８ｍＬ·ｍｉｎ－１，

检测波长为３１８ｎｍ，进样量为２０μＬ，柱温为３０℃．样品于离心机（８０００ｒ·ｍｉｎ
－１）上离心２０ｍｉｎ，取

上清液０．５ｍＬ，加入１．０ｍＬ体积分数为５０％的甲醇，于１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ．上清液经０．２２

μｍ微孔过滤膜过滤两次后，上样分析反式阿魏酸的量，并计算反式阿魏酸的释放率（η）．即

反式阿魏酸的释放率 ＝
米糠发酵释放的阿魏酸量

碱提等量米糠可得到的阿魏酸量×
１００％．

１．４．２　米糠中碱提反式阿魏酸　米糠经珠磨机粉碎，过１００目筛，取０．１０ｇ于水解管中，加入５．５

ｍＬ，４ｍｏｌ·Ｌ－１的ＮａＯＨ溶液，充入Ｎ２ 后，置于恒温振荡器中，在避光及室温下振荡水解２４ｈ．水解

液于４０００ｒ·ｍｉｎ－１下离心１５ｍｉｎ，上清液用２ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＨＣｌ调节ｐＨ值至２．０，以体积比为１∶１

的醋酸乙酯萃取其中的阿魏酸．试验结果表明，所产生的阿魏酸的量为０．１６ｍｇ，米糠碱解反式阿魏酸

总量得率为０．１６％，与文［７］的报道相当．

１．４．３　低聚木糖　采用ＨＰＬＣ法．色谱条件：ＡｍｉｎｅｘＨＰＸ?８７Ｈ色谱柱，ＲＩＤ示差折光检测器，柱温为

５０℃，流动相为５ｍｍｏｌ·Ｌ－１的硫酸（超声波脱气１５ｍｉｎ），流速为０．４ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量为２０μＬ，

所有样品经０．２２μｍ的微孔滤膜过滤后上样分析样品中的低聚木糖质量分数．将相应低聚木糖的峰面

积之和按照木二糖的标准曲线来计算低聚木糖的量，从而得出低聚木糖的总量．

２　结果与讨论

２．１　发酵培养基的优化

在菌种发酵产反式阿魏酸的过程中，碳源和氮源的量尤其重要．因此，以调整相关系数犚最大为原

则，进行变量的引入或剔除，从而得出均匀设计犝７
３ 表［８］，均匀设计实验方案及实验结果，如表１所示．

表１中，米糠质量分数为犡１，米糠粒径为犡２，酵母粉质量分数为犡３，ＦＡ释放率为犢．

用数学软件ＤＰＳ进行二次多项式逐步回归分析
［５］，得出的回归方程为

犢 ＝０．０８９５＋０．５０２犡１＋０．０７７５犡２－２７．５犡３－１．９０５犡２犡２＋１４１．８犡２犡３．

其中，相关系数犚为０．９９９９２，犉值为１２３６．８０３５，显著水平狆为０．０２１６，剩余标准差犛为０．０００６８，

调整后的相关系数犚ａ＝０．９９９５２，说明该方程能很好地拟合放线菌发酵制阿魏酸的过程．通过对该模

型进行显著性检验，结果如表２所示．
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表１　培养基优化均匀设计结果

Ｔａｂ．１　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｕｎｉｆｏｒｍ?ｄｅｓｉｇｎ

实验号 　犡１／％ 　犡２／ｍｍ 　犡３／％ 　犢／％

１ ８ ０．３５５ ０．６ ５．４

２ １０ ０．２５０ ０．１ ４．８

３ １２ ０．１５０ １．０ ５．６

４ ６ ０．５００ ０．８ ２．９

５ ４ ０．０７６ ０．４ ３．７

６ １ ０．０３９ ０．２ ５．１

７ ２ ０．０５４ ０ ９．８

　　从表２可知，对阿魏酸释放率的影响的

大小顺序：犡１犡３＝犡２犡３＞犡２犡２＞犡１犡２．从

以上结果可以知道，因素之间存在交互作用．

从回归方程得出最佳的培养基配方：米糠质

量分数为６％，米糠粒径为０．５０ｍｍ，酵母粉

质量分数为１．０％．

在此优化培养基条件下，可以得到反式

阿魏酸的释放率为１１．５０％，而其预测值为

１２．２１％，而实验值与预测值的绝对误差为

０．７１％；而培养基优化前，反式阿魏酸的释放率为６．３７％．结果表明，经均匀设计优化后的反式阿魏酸，

表２　用逐步回归法处理数据的结果

Ｔａｂ．２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｑｕａｄｒａｔｉｃｐｏｌｙｎｏｍｉａｌｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ

因素 偏相关 狋值 狆值

犡２犡２ －０．９９９７３ ４２．８４４９３ ０．０００５４

犡１犡３ －０．９９９８８ ６５．８８８５３ ０．０００２３

犡２犡３ ０．９９９８８ ６３．９２９１１ ０．０００２４

犡１犡２ ０．９９８９８ ２２．１２２７０ ０．００２０４

其释放率提高了８０．５％．

２．２　发酵条件对阿魏酸释放率的影响

２．２．１　发酵温度　在摇床转速为１７０ｒ·

ｍｉｎ－１，ｐＨ值为８．０条件下，考察发酵温度（θ）

对阿魏酸释放率（η）的影响，结果如图１（ａ）所

示．由图１（ａ）可知，在温度为２８℃时，菌株降

解米糠的ＦＡ释放率为１１．２％；而在２８℃之

后，随着温度的升高，ＦＡ释放率逐渐降低．因此，菌株的发酵温度以２８℃为宜．

２．２．２　摇床转速　其他条件不变情况下，考察摇床转速（狏）对阿魏酸释放率（η）的影响，结果如图１（ｂ）

所示．由图１（ｂ）可知，ＦＡ的释放率随着摇床转速的不断升高而提高，当摇床转速为２２０ｒ·ｍｉｎ－１时，粗

酶液酶解米糠的ＦＡ释放率达到１１．１％．这是因为随着摇床转速的升高，供氧量也相应提高，而放线菌

为好氧菌，所以菌株降解米糠产阿魏酸的释放率相应提高．因此，摇床转速选为２２０ｒ·ｍｉｎ－１．

２．２．３　装液系数　其他条件不变情况下，考察装液系数（β）对阿魏酸释放率（η）的影响，结果如图１（ｃ）

所示．由图１（ｃ）可知，当装液系数为１２％时，菌株降解米糠的ＦＡ释放率达到９．７％；然后，ＦＡ释放率随

着装液量的增加而降低．因此，装液系数选为１２％．

２．２．４　接种量　其他条件不变情况下，考察接种量（体积分数，φ）对阿魏酸释放率（η）的影响，结果如图

１（ｄ）所示．由图１（ｄ）可知，采用装液系数为１２％，接种量为３．３％时，粗酶液酶解米糠的ＦＡ释放量达到

１０．５％；其后，ＦＡ释放率随着接种量的增加而降低．这是因为接种量过高，会导致菌株因碳源的不足

而利用阿魏酸来作为碳源，继续进行新陈代谢，从而使ＦＡ释放率降低．因此，接种量选为３．３％．

２．２．５　ｐＨ值　其他条件不变情况下，考察ｐＨ值对阿魏酸释放率（η）的影响，结果如图１（ｅ）所示．由

图１（ｅ）可知，发酵培养基的ｐＨ值为８．０时，粗酶液酶解米糠的ＦＡ释放率达到８．８％；其后，ＦＡ释放

率随着ｐＨ值的增加而降低．放线菌的最适生长ｐＨ值一般呈微碱性，因此，ｐＨ值选为８．０．

由以上实验得出菌种发酵产阿魏酸的优化条件：发酵温度为２８℃，摇瓶转速为２２０ｒ·ｍｉｎ－１，装液

系数为１２％，接种量为３．３％，初始ｐＨ值为８．０．在采用优化后的培养基发酵培养的条件下，优化工艺

前、后反式阿魏酸的释放率分别为１４．５５％，７．０４％，优化后的反式阿魏酸的释放率提高了１０６．７％．

　　（ａ）发酵温度　　　　　　　　　　（ｂ）摇床转速　　　　　　　　　　（ｃ）装液系数
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　　（ｄ）接种量　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｅ）ｐＨ值

图１　发酵条件对阿魏酸释放率的影响

Ｆｉｇ．１　ＲｅｌｅａｓｅｒａｔｅｏｆＦＡｉｎｃｏｎｃｅｒｔｗｉｔｈｏｐｔｉｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

２．３　双酶降解米糠的协同效应

通过３组实验，对自制阿魏酸酯酶酶液与木聚糖酶降解米糠的协同效应进行考察，如图２所示．３

组实验的步骤：（１）取１０ｍＬ自制阿魏酸酯酶酶液，加入１．０ｇ米糠，在４０℃下反应１２ｈ后，再加入１０

ｍＬ，ｐＨ＝６．０的缓冲液，继续反应１２ｈ；（２）取１０ｍＬ，０．２５ｇ·Ｌ
－１木聚糖酶液，加入１．０ｇ米糠，在４０

℃下反应１２ｈ，再加入１０ｍＬ，ｐＨ＝６．０的缓冲液，继续反应１２ｈ；（３）取１０ｍＬ，０．２５ｇ·Ｌ
－１木聚糖酶

液，加入１．０ｇ米糠，在４０℃下反应１２ｈ，再加入１０ｍＬ自制阿魏酸酯酶酶液，继续反应１２ｈ．

由图２可知，第３组实验的降解效果最好．其中，反式阿魏酸释放率为２０．２２％，比第２组实验提高

了９８７．１％，比第１组实验提高了１１９．１％；低聚木糖释放量（ρ）为２．０４ｇ·Ｌ
－１，比第２组实验提高了

８７．２％，比第１组实验提高了４８２．９％．实验结果表明，阿魏酸酯酶在木聚糖酶的协同作用下，可以更好

地降解米糠释放反式阿魏酸和低聚木糖．

　　（ａ）阿魏酸释放率　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）低聚木糖释放量

图２　双酶降解米糠的协同效应

Ｆｉｇ．２　Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｉｃｔｏｆｍｉｘｅｄｅｎｚｙｍｅｓｗｈｉｃｈｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｇｒａｄｅｒｉｃｅｂｒａｎ

Ｆｅｒｒｅｉｒａ等
［９］研究并证实了放线菌产生的阿魏酸酯酶和木聚糖酶之间的协同作用．如与木聚糖酶

协同作用，嗜热侧孢霉产生的阿魏酸酯酶（ＳｔＦａｅＣ），从植物纤维质中释放的阿魏酸是无木聚糖酶时的

１０倍
［１０］．阿拉伯呋喃糖苷酶和木聚糖酶等多糖水解酶，可以增强α?葡萄糖苷酸酶、乙酰木聚糖酯酶和阿

魏酸酯酶等侧链水解酶的催化作用．一方面，木聚糖酶催化多糖主链断裂成小分子的片断，有利于酯酶

催化；另一方面，酯酶水解酚环，从而使得木聚糖酶更易接近木聚糖主链骨架．

３　结束语

实验用的放线菌产酶降解米糠释放反式阿魏酸的能力有待进一步的提高．一方面，需要进一步研

究其他细胞壁降解酶（主要是阿拉伯木聚糖酶）协助阿魏酸酯酶降解米糠释放反式阿魏酸的协同方式；

另一方面，可通过分子生物学的方法，将阿魏酸酯酶的基因进行克隆表达，提高菌种产阿魏酸酯酶的活

力，从而提高反式阿魏酸的释放量．
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